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PENCEGAHAN OSTEOPOROSIS MENGGUNKAN TERAPI TEPUNG 
CANGKANG UDANG VANNAMEI (Litopenaeus vannamei) PADA TIKUS 
PUTIH MODEL OVARIEKTOMI (Rattus norvegicus) BERDASARKAN 





Ovariektomi yaitu pengambilan ovarium pada hewan betina sehingga 
ovarium tidak dapat menghasilkan estrogen. Penurunan hormon estrogen 
mengakibatkan penurunan absorbsi kalsium di usus dan peningkatan hormon 
paratiroid dalam meresorpsi kalsium di tulang dan meningkatkan ekspresi IL-6 
dapat mengakibatkan osteoporosis. Pencegahan osteoporosis dengan cara 
pemberian asupan kalsium dari luar tubuh dengan tepung cangkang udang 
vannamei (Litopenaeus vannamei). Tujuan penelitian untuk mengetahui pengaruh 
tepung cangkang udang vannamei terhadap kadar estrogen dan ekspresi IL-6 pada 
tikus putih (Rattus norvegicus) model ovariektomi. Tikus terbagi dalam 5 kelompok 
yaitu kelompok kontrol positif, kelompok kontrol negatif, kelompok terapi 500 
mg/kgBB, kelompok terapi 1000 mg/kgBB, kelompok terapi 1500 mg/kgBB. 
Pengukuran kadar estrogen dilakukan dengan metode ELISA dan ekspresi IL-6 
dilakukan dengan metode imunohistokimia. Analisa data dilakukan secara 
kuantitatif menggunakan analisa ragam ANOVA dan uji lanjutan Tukey α = 5%. 
Hasil penelitian menunjukan bahwa pemberian tepung cangkang udang 
meningkatkan kadar estrogen pada terapi 500 mg/KgBB sebesar 43%, dosis 1000 
mg/KgBB sebesar 85%, dan dosis 1500 mg/KgBB sebesar 56%. Selain itu 
pemberian tepung cangkang udang juga berpengaruh dalam menurunkan ekspresi 
IL-6 pada dosis 500 mg/KgBB sebesar 92%, dosis 1000 mg/KgBB sebesar 62%, 
dosis 1500 mg/KgBB sebesar 70% secara signifikan (p<0,05). Disimpulkan bahwa 
pemberian tepung cangkang udang vannamei dosis 1000 mg/KgBB pada tikus putih 
(Rattus norvegicus) model ovariektomi dapat meningkatkan kadar hormon estrogen 
sebanyak 85% dan menurunkan ekspresi IL-6 sebanyak 92%.   
 
Kata Kunci : Osteoporosis, Ovariektomi, Tepung Cangkang Udang vannmei, 









The Prevention of Osteoporosis Use Therapy Vannamei Shrimp Shell Flour 
(Litopenaeus vannamei) In White Mouse (Rattus Novergicus) Based On 
Estrogen Level And Expression Of IL-6 on Hummerus Bone 
ABSTACT 
 
Osteoporosis is one of the effects of ovariectomy treatment, namely the 
removal of ovaries in female animals so that the ovaries can not produce estrogen. 
Decreased estrogen hormone resulted in decreased calcium absorption in the 
intestine and increased parathyroid hormone in the calcium receptor in bone and 
increased expression of IL-6 cytokines. Prevention of osteoporosis is done by 
providing calcium intake from outside the body with shrimp vannamei shrimp 
(Litopenaeus vannamei). The purpose of this research is to know the effect of 
shrimp vannamei shrimp on estrogen level and IL-6 expression on white rat (Rattus 
norvegicus) model of ovariectomy. Rats were divided into 5 groups: positive 
control group, negative control group, 500 mg / kgBB, mice group of 1000 mg / 
kgBB, mice group 1500 mg / kgBW. Measurement of estrogen levels was done by 
ELISA method and IL-6 expression was performed by immunohistochemical 
method. Data analysis was done quantitatively using ANOVA variance analysis 
and continued Tukey test α = 5%. The results showed that shrimp shell powder 
increased estrogen level significantly (P <0.05) dose 500 mg / KgBB by 43%, dose 
1000 mg / KgBB by 85%, and dose 1500 mg / KgBB by 56%. In addition, shrimp 
shell powder was also significantly (p <0.05) in decreasing the expression of IL-6 
at doses of 500 mg / KgBB by 92%, dose 1000 mg / KgBB by 62%, dose 1500 mg 
/ KgBB by 70%. It was concluded that dosage shrimp vannamei dosage 1000 mg / 
KgBB in white rat (Rattus norvegicus) model of ovariectomy can increase estrogen 
hormone level as much as 85% and decrease expression of IL-6 as much as 92%. 
 
Key word : Osteoporosis, Ovariectomy, Vannamei shirmp shell, Estrogen 
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BAB I PENDAHULUAN 
1.1 Latar Belakang 
Osteoporosis adalah suatu keadaan yang menyebabkan tulang kehilangan massa 
tulang, mengubah mikroarsitektur jaringan tulang sampai melewati ambang batas 
sehingga tulang menjadi rapuh dan akibatnya tulang akan mudah patah. 
Osteoporosis ditandai dengan adanya massa tulang yang rendah yang memicu 
kerapuhan tulang dan meningkatkan kejadian fraktur tulang (Shen et al., 2010). 
Osteoporosis dapat disebabkan karena ovariektomi, ovariektomi menyebabkan 
produksi estrogen menurun. Estrogen adalah hormon dihasilkan oleh ovarium, yang 
memegang peranan penting dalam metabolisme tulang, mempengaruhi aktivitas sel 
osteoblas maupun osteoklas, termasuk menjaga keseimbagan kerja dari kedua sel 
tersebut melaui pengaturan parakrin-parakrin utamanya oleh sel osteoblas (Monroe 
et al, 2003). Estrogen sangat diperlukan dalam pembentukan osteoblas di jaringan 
mieloid pada individu dewasa, disamping faktor nutrisi, hormon paratiroid, vitamin 
D, sitokin, kortisol, dan aktivitas individu (Smith, 1993). Selain itu, kepadatan 
tulang yang didapat selama masa pertumbuhan merupakan faktor yang menentukan 
terjadinya kasus osteoporosis di kemudian hari (Karlson et al., 1995) Defisiensi 
estrogen akan menyebabkan osteoklastogenesis yang meningkat akibatnya akan 
terjadi peningkatan produksi IL-1, Il-6, TNFα lebih lanjut (Oursler, 2003). 
Penurunan estrogen mengakibatkan penurunan absorbsi Ca usus dan 
meningkatkan ekskresi Ca melalui ginjal. Estrogen mempengaruhi kehilangan 
massa tulang baik secara langsung dengan mengikat reseptor pada tulang dan secara 
tidak langsung dengan mempengaruhi hormon pengatur kalsium (PTH dan Vitamin 
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D) dan sitokin interleukin (IL-1 , IL-6 dan TNF-α) (Pratomo, 2013). Hewan yang 
diovariektomi akan mengalami pertumbuhan berat badan namun efek lain dari 
ovariektomi adalah tururunnya kadar estrogen. dapat menyebabkan penurunan 
absorbsi kalsium di usus, peningkatan ekskresi kalsium melalui ginjal serta 
peningkatan aktivitas osteoklas pada tulang. Hal tersebut dapat memicu hilangnya 
kepadatan tulang serta berkurangnya kemampuan tulang dalam deposisi kalsium 
dan fosfat, sehingga dalam jangka waktu yang lama dapat menyebabkan 
osteoporosis (Hartiningsih et al., 2012). Peningkatan IL-6 dapat menyebabkan 
penyerapan kalsium berlebih pada tulang, IL-6 berpengaruh pada peningkatan 
jumlah osteoklast yang menyebabkan peningkatan resorbsi tulang. 
Berdasarkan latar belakang diatas, penelitian ini dilakukan untuk 
mengetahui pengaruh pemberian tepung cangkang udang vannamei (Litopenaeus 
vannamei) pada tikus putih (Rattus norvegicus) model ovariektomi terhadap kadar 
estrogen dan mengamati ekpresi IL-6 pada tulang humerus. 
1.2 Rumusan Masalah 
Berdasarkan latar belakang di atas maka rumusan masalah yang akan 
diselesaikan adalah ? 
1. Bagaimana pengaruh preventif tepung cangkang udang vannamei 
(Litopenaeus vannamei) terhadap kadar estrogen pada tikus putih 
(Rattus norvegicus) model ovariektomi ? 
2. Bagaimana pengaruh prevntif tepung cangkang udang vannamei 
(Litopenaeus vannamei) terhadap ekspresi IL-6 pada tikus putih (Rattus 
norvergicus) model ovariektomi ? 
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1.3 Batasan Masalah 
Berdasarkan latar belakang diatas maka penelitian yang dilakukan dibatasi 
pada : 
1. Hewan model ovariektomi yang digunakan adalah tikus betina (Rattus 
norvegicus) dari Laboratorium Saintek Universitas Islam Negeri Maulana 
Malik Ibrahim Malang dengan umur 8-12 minggu dan berat badan antara 180-
200 gram yang telah mendapatkan persetujuan Komisi Laik Etik Universitas 
Brawijaya No.573-KEP-UB. 
2. Hewan model dalam penelitian ini menggunakan tikus (Rattus norvegicus) 
dengan perlakuan ovariektomi untuk pembuatan keadaan osteoporosis. 
3. Tepung cangkang udang vannamei yang didapatkan dari Pasar Ikan lingkar 
Timur, Sidoarjo, Jawa Timur. Pemberian dosis terapi sebanyak 500mg/kg 
BB, 1000mg/kg BB, dan 1500mg/kg BB diberikan melalui sonde. 
4. Tepung cangkang udang vannamei (Litopenaeus vannamei) diberikan pada 
tikus putih (Rattus norvegicus) dangan cara peroral menggunakan sonde 
diberikan sehari sekali selama 12 minggu.  
5. Variabel yang diamati pada penelitian ini adalah kadar estrogen yang diamati 
dengan metode ELISA dan ekspresi sitokin IL-6 dengan imunohistokimia. 
 
1.4 Tujuan Penelitian 
1. Mengetahui pengaruh preventif tepung cangkang udang vannamei 
(Litopenaeus vannamei) terhadap kadar estrogen pada tikus putih (Rattus 
norvegicus) model ovariektomi. 
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2. Mengetahui pengaruh preventif tepung cangkang udang vannamei 
(Litopenaeus vannamei) terhadap ekpresi IL-6 pada tikus putih (Rattus 
norvegicus) model ovariektomi. 
 
1.5 Manfaat Penelitian 
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi dan wawasan kepada 
masyarakat tentang efek tepung cangkang udang vannamei dapat digunakan 
sebagai terapi pencegahan untuk osteoporosis post ovariektomi. 
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BAB II TINJAUAN PUSTAKA 
 
2.1 Osteoporosis 
 Menurut National Osteoporosis Foundation (2014), osteoporosis adalah 
penyakit tulang dengan karakteristik massa tulang yang rendah, terjadi kerusakan 
mikro-arsitektur jaringan tulang yang mempengaruhi kekuatan tulang dan 
meningkatkan resiko keropos tulang. Osteoporosis adalah suatu keadaan yang 
menyebabkan tulang kehilangan massa tulang sehingga tulang menjadi rapuh dan 
akibatnya tulang akan mudah patah. Osteoporosis ditandai dengan adanya massa 
tulang yang rendah yang memicu kerapuhan tulang dan meningkatkan kejadian 
fraktur tulang (Shen et al., 2009). 
 Pengobatan osteoporosis yang sudah lanjut dengan komplikasi patah tulang 
merupakan hal yang sangat sulit,dan memerlukan waktu lama dan biaya yang cukup 
besar. Pengobatan osteoporosis dapat dilakukan dengan obat kalsium, vitamin D 
dan terapi hormon estrogen pengganti. Namun pemberian hormon estrogen 
memiliki efek samping seperti obesitas dan migren serta dapat meningkatkan risiko 
terjadinya hiperplasia Efek samping tersebut dapat dikurangi dengan pemberian 
hormon kombinasi antara estrogen dan progesteron, namun hal ini masih 
diperdebatkan para ahli dan peneliti (Wratsangka, 1999). 
2.2 Patomekanisme Osteoporosis 
 Terjadinya osteoporosis secara seluler disebabkan oleh karena jumlah dan 
aktivitas sel osteoklas melebihi dari jumlah dan aktivitas sel osteoblas (sel 
pembentuk tulang). Keadaan ini mengakibatkan penurunan massa tulang. Ada 
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beberapa teori yang menyebabkan deferensiasi sel osteoklas meningkat yaitu 
defisiensi estrogen, faktor sitokin dan pembebanan (Lane, 2001) 
 Penyebab utama osteoporosis adalah gangguan dalam remodeling tulang 
sehingga mengakibatkan kerapuhan tulang. Terjadinya osteoporosis secara seluler 
disebabkan oleh karena jumlah dan aktivitas sel osteoklas melebihi dari jumlah dan 
aktivitas sel osteoblas (sel pembentukan tulang). Keadaan ini mengakibatkan 
penurunan massa tulang. Kebutuhan akut kalsium melibatkan resorpsi yang 
dimediasi-osteoklas sebagaimana juga transpor kalsium oleh osteosit. Kebutuhan 
kronik kalsium menyebabkan hiperparatiroidisme sekunder, peningkatan 
remodeling tulang, dan kehilangan jaringan tulang secara keseluruhan, remodeling 
tulang juga diatur oleh beberapa hormon yang bersirkulasi, termasuk estrogen, 
androgen, vitamin D, dan hormon paratiroid (PTH) (Fatmah, 2008). 
 Osteoporosis dapat disebabkan karena adanya peningkatan dari interleukin 
enam (IL -6). IL-6 di produksi secara lokal pada tulang setelah stimulasi oleh IL -1 
dan tumor necrosis factor (TNF), IL-6 berpengaruh dalam peningkatan jumlah 
osteoklast dalam proses resorbsi kalsium pada tulang (Balto et al., 2001). 
2.2.1 Pengaruh Estrogen Terhadap Tulang 
 Estrogen merupakan hormon yang dihasilkan oleh sel teka interna folikel 
ovarium, korpus luteum, dan sedikit di korteks adreanal (Ganong, 2011). Estrogen 
merupakan inhobitor kalsium pada tulang karena kerja estrogen menunjang sekresi 
dan meningkatkan kalsitonin serta menurunkan sekresi hormon paratiroid. Estrogen 
juga dapat meningkatkan kadar 1,25 dihidrokalsiferol yang berfungsi 
meningkatkan penyerapan kalsium di dalam usus (Stevenson and Streweler 1995). 
7 
 
Estrogen bertanggung jawab pada fase pertumbuhan dan menutup perkembangan 
epifisis pada tulang panjang (Greenspan dan Strewler, 1995). Estrogen pada tulang 
sangat berpengaruh karena hormon estrigen memegang peranan dalam 
mempengaruhi aktivitas sel osteoblast maupun osteoklast, hormon estrogen 
mempengaruhi kehilangan tulang baik secara langsung dengan mempengaruhi 
hormon pengetur kalsium (PTH dan vitamin D) dan sitokin interleukin (IL-1, IL-6, 
dan TNF-α). 
Mekanisme kerja hormon estrogen secara seluler pada tulang dimulai dari 
interaksi antara reseptor estrogen pada tulang dan kadar hormon yang bersirkulasi 
dalam tubuh, sedangkan respon yang timbul merupakan hasil interaksi keduanya 
(Albert et al., 1999). Defisiensi estrogen akan menyebabkan osteoklastogenesis 
yang meningkat dan berlanjut dengan kehilangan tulang, akibat defisiansi estrogen 
ini akan terjadi peningkatan produksi IL-1, IL-6, TNFα lebih lanjut. Estogen juga 
merangsang ekpresi dari osteoprotegerin (OPG) dan tranforming growth factor-β 
(TGF-β) oleh sel osteoblas dan sel stroma, sehingg estrogen berfungsi menghambat 
penyerapan tulang dengan cara mempercepat atau merangsang apoptosis sel 
osteoklas (Oursler, 2003).  
Didalam percobaan binatang defisiensi estrogen menyebabkan terjadinya 
osteoklastogenesis dan terjadi kehilangan tulang. Akan tetapi dengan pemberian 
estrogen terjadi pembentukan tulang kembali, dan didapatkan penurunan produksi 
dari IL-1, IL-6, dan TNF-a. estrogen akan merangsang ekspresi dari osteoprotegerin 
(OPG) dan TGF-b (Transforming Growth Factor-b) pada sel osteoblas dan sel 
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stroma, yang lebih lanjut akan menghambat penyerapan tulang dan meningkatkan 
apoptosis dari sel osteoklas (Bell, 2003). 
2.2.2 Pengaruh IL-6 Terhadap Tulang  
 Interleukin 6 (IL-6) merupakan mediator sitokin yang merangsang 
terjadinya diferensiasi dari sel prekursor osteoklas menjadi sel osteoklas aktif, yang 
mengakibatkan penyerapan tulang sehingga terjadi osteoporosis. Interleukin-6 
berperan dalam proses metabolisme tulang melalui induksi osteoklastogenesis dan 
merangsang aktivitas osteoklas. Interleukin-6 meningkatkan pembentukan sel 
osteoklas, terutama apabila kadar hormon estrogen menurun (Wiryana, 2008). 
 Peningkatan produksi IL-6 disebabkan karena terjadinya penurunan kadar 
hormon estrogen akibat ovariektomi, terjadi peningkatan kadar dan aktivitas sitokin 
proinflamasi (IL-1, IL-6, TNF-a) secara spontan apabila fungsi ovarium menurun, 
penurunan estrogen dengan peningkatan sitokin ini belum diketahui secara jelas. 
Tetapi ini diduga erat hubungannya dengan interaksi dari reseptor estrogen. 
peningkatan sitokin proinflamasi menyebabkan turunnya sel monosit menjadi sel 
osteoklast dewasa atau yang disebut RANK-L. RANK-L (Receptor activator of 
nucklear Kappa-β Ligand) mengatur diferensiasi osteoklas, dengan mengaktifkan 
reseptor RANK, melalui peran dari faktor transkripsi:c-Jun. Sebuah studi dengan 
menggunakan tikus mendapatkan bahwa estrogen (E2) menyebabkan menurunnya 
osteoklastogenesis (Kawiyana, 2009). 
 Tulang humerus merupakan tulang panjang. Bagian yang mempunyai 
hubungan dengan bahu membentuk kepala sendi disebut caput humeri. Caput 
humeri dan cavitas glenoidalis scapula bersatu membentuk articulatio 
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glenohumeralis. Pada bagian inferiornya terdapat collum humerus yang 
dibawahnya terdapat tuberkulum mayor dan dibagian lateralnya terdapat 
tuberkulum minor, diantara keduanya terdapat sulkus intertuberkularis. Pada 
permukaan lateralisnya terdapat tuberositas deltoidea (Syaifuddin, 2011). 
 
Gambar 2.1 Histologi Tulang (Raven and Johnson, 2005) 
    Keterangan : a) Perbesaran 100x 
 b) Perbesaran 400x 
 
 Penurunan kardar hormon estrogen mempengaruhi meningkatnya produksi 
IL-6 yang diprduksi M_CSF dan RANK-L. RANK-L merupakan suatu mediator 
yang meningkatkan penyerapan tulang disebabkan karena RANK-L akan berikatan 
dengan RANK pada permukaan osteoklast sehingga menyebabkan peningkatan 
sitokin proinflamasi dan penurunan massa tulang (Bell, 2003). Sitokin IL-6 
berperan pada proses metabolisme tulang melalui induksi osteoklastogenesis yang 
merangsang aktivasi osteoklast. Peningkatan hormon estrogen yang disebabkan 
karena pemberian kalsium tinggi dapat menurunkan aktivitas osteoklast disebabkan 





dengan RANK dan mencegah ikatan antara RANK-L dan RANK dan menghambat 
produksi sitokin sitokin yang merangsang deferensiasi osteoklast (Oursler, 2003). 
2.3 Ovariektomi 
  Ovariektomi pada hewan atau operasi pengambilan ovarium antara lain 
dimaksudkan untuk pemandulan, penggemukan, modifikasi tingkah laku agar lebih 
jinak dan mudah untuk dikendalikan. Pengambilan ovarium dapat menyebabkan 
penurunan konsentrasi estrogen. Pada tikus ovariektomi meningkatkan ekskresi 
kalsium dalam urin dibandingkan dengan tikus normal meskipun tidak berbeda 
signifikan dan juga menyebabkan terjadinya pengendapan kalsium dalam ginjal 
(Yuniarti, 2008). 
Ovariektomi menyebabkan hilangnnya ovarium sebagai organ penghasil 
hormon estrogen pada hewan betina. Hormon estrogen memegang peranan penting 
dalam metabolisme tulang, mempengaruhi aktivitas sel osteoblas maupun 
osteoklas, termasuk menjaga keseimbagan kerja dari kedua sel tersebut melaui 
pengaturan parakrin - parakrin utamanya oleh sel osteoblas (Monroe et al, 2003). 
Penelitian terkait dengan hubungan osteoporosis dengan ovariektomi telah dilakkan 
oleh Woo,. et al (2005) menyatakan bahwa hewan tikus yang telah diovariektomi 
akan mengalami osteoporosis. Semakin lama waktu inkubasi makan akan 
memperparah pengeroposan pada tulang, penggunaakn teknik ovariektomi akan 
menghasilkan hsil akurat terkait dengan penurunan hormon estrogen 
2.3.1 Pengaruh Ovariektomi Terhadap Kadar Estrogen 
 Ovariektomi pada tikus menyebabkan penurunan konsentrasi estrogen 
dalam sirkulasi darah. Kekurangan estrogen pada individu ovariektomi 
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menyebabkan hypocalsemia terkait dengan turunnya proses absorpsi kalsium di 
usus, perlakuan ovariektomi pada tikus yang menyebabkan penurunan hormon 
estrogen, menurunkan reabsorbsi kalsium dalam ginjal, meningkatkan ekskresi 
kalsium urin (David et al., 2002). Penurunan estrogen yang diakibatkan karena 
proses ovariektomi mengakibatkan penurunan absorpsi kalsium usus dan 
peningkatan ekskresi kalsium melalui ginjal. Pada tulang, estrogen bekerja 
meningkatkan resorpsi tulang, menurunkan pembentukan osteoblas, dan penurunan 
densitas tulang, lebih tingginya resorpsi tulang dibandingkan dengan pembentukan 
tulang menyebabkan osteoporosis (Riggs et al., 2002). 
 Kekurangan hormon estrogen karena perlakuan ovariektomi pada tikus 
menyebabkan meningkatnya kadar PTH, sehingga akan meningkatkan resobsi 
tulang, sehingga terjadi penurunan masa tulang (Gruber et al., 2002), secara seluler 
mekanisme kerja hormon estrogen pada tulang dimulai dari interaksi antara reseptor 
estrogen pada tulang dan kadar hormon yang bersirkulasi dalam tubuh, sedangkan 
respon yang timbul merupakan hasil interaksi keudanya (Albert et al., 1999). 
2.3.2 Pengaruh Ovariektomi terhadap ekspresi IL-6 
 Ovariektomi pada tikus menyebabkan penurunan kadar estrogen. Penrunan 
kadar estrogen meningkatkan produksi IL-6 yang lebih lanjut akan diproduksi M-
CSF dan RANK-L. Dalam deferensiasi dan aktivasinya estrogen menekan ekspresi 
RANK-L, MCSF dari sel stroma osteoblas, dan mencegah terjadinya ikatan 
kompleks antara RANK-L dan RANK, dengan memproduksi reseptor OPG, yang 
berkompetisi dengan RANK. Begitu juga secara tidak langsung estrogen 
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menghambat produksi sitokin-sitokin yang merangsang diferensiasi osteoklas 
seperti: IL-6, IL-1, TNF-a, IL-11 dan IL-7 (Oursler, 2003). 
 Diantara group sitokin yang menstimulasi osteoklastogenesis antara lain 
adalah: IL-1, IL-3, IL-6, Tumor Necrosis Factor (TNF). Interleukin-6 merupakan 
salah satu yang perlu mendapatkan perhatian,oleh karena meningkatnya IL-6 
terbukti memegang peranan akan terjadinya beberapa penyakit, antaranya 
berpengaruh pada remodeling tulang dan terjadinya penyerapan tulang berlebihan 
baik lokal maupun sistemik (Manolagas, 2000). 
 Kekurangan hormon estrogen akan menyebabkan meningkatnya kadar 
PTH, sehingga akan meningkatkan resobsi tulang, sehingga menjadi penurunan 
masa tulang (Gruber et al., 2002), estrogen mempunyai efek terhadap sel osteoklas, 
bisa memberikan pengaruh secara langsung maupun tidak langsung. Secara tidak 
langsung estrogen mempengaruhi proses deferensiasi dan mencegah terjadinya 
ikatan kompleks antara RANK-L dan RANK, secara tidak langsung estrogen 
menghambat produksi sitokin-sitokin yang merangsang diferensiasi osteoklas 
seperti: IL-6, IL-1, TNF-a (Oursler, 2003).  
2.3.3 Penatalaksanaan Osteoporosis 
 Penatalaksanaan Osteoporosis Osteoporosis adalah penyakit metabolisme 
tulang yang cirinya adalah pengurangan massa tulang dan kemunduran 
mikroarsitektur tulang sehingga meningkatkan risiko fraktur oleh karena fragilitas 
tulang meningkat. Terapi untuk osteoporosis harus mempertimbangkan 2 hal, yaitu 
terapi pencegahan pada umumnya bertujuan untuk menghambat hilangnya massa 
tulang dan kuratif yaitu meningkatkan massa tulang. Tujuan terapi pencegahan 
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osteoporosis selain sifatnya primer yaitu agar osteopeni yang terjadi tidak melewati 
nilai ambang osteoporosis dan terjadi terlalu dini, juga bersifat sekunder yaitu 
memperlambat laju osteopeni yang terjadi (Heany, 1997). 
 Selain pencegahan tujuan terapi osteoporosis adalah meningkatkan massa 
tulang dengan melakukan pemberian obat-obatan antara lain hormon pengganti 
(estrogen dan progesterone dosis rendah), kalsitriol, kalsitonin, bisfosfonat, 
raloxifen, dan nutrisi seperti kalsium serta senam beban. Terapi menggunakan 
hormon Estrogen mempunyai peranan yang besar dalam mempertahankan massa 
tulang. Efek utamanya adalah menghambat resorpsi tulang dengan cara 
menghambat pembentukan dan fungsi osteoklas (Eriksen, 1995) 
2.4 Tikus putih Sebagai Hewan Model Ovariektomi 
Tikus putih (Rattus norvegicus) sudah lama digunakan sebagai hewan 
laboratorium. Biasanya hewan ini digunakan dalam melakukan penelitian-
penelitian (percobaan). Tikus yang dibuat menjadi model ovariektomi berusia 3 
bulan dengan berat sekitar 180 gram. Hewan percobaan ini memiliki beberapa 
keunggulan yaitu penanganan dan pemeliharaannya mudah, biaya yang dibutuhkan 
tidak mahal, umur relatif pendek, sifat reproduksi menyerupai mamalia besar, lama 
kebuntingan singkat, angka kelahiran tinggi, siklus estrus pendek dan karakteristik 
setiap fase siklus jelas (Malole, 1989). 
Tikus putih (Rattus norvegicus) betina umum digunakan sebagai hewan 
model arthritis rheumatoid di karenakan memiliki beberapa keunggulan yaitu kadar 
amino dan sistem metabolisme dari tikus putih hampir sama dengan manusia 
(Laswati, 2015). Tikus putih betina mengalami dewasa kelamin 7-8 minggu, lama 
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kebuntingan sekitar 21-23 hari, tikus termasuk hewan yang bersifat poliestrus, 
memiliki siklus reproduksi yang sangat pendek. Setiap siklus lamanya berkisar 
antara 4-5 hari. Ovulasi sendiri berlangsung 8-11 jam sesudah dimulainya tahap 
estrus. Folikel yang sudah kehilangan telur akibat ovulasi akan berubah menjadi 
korpus luteum (KL), yang akan menghasilkan progesteron atas rangsangan LH. 
Progesteron bertanggung jawab dalam menyiapkan endometrium uterus agar 
reseptif terhadap implantasi embrio (Akbar, 1998). 
 
Gambar 2.2 Tikus Putih (Rattus norvegicus) (Krinke, 2000). 
Sistem klasifikasi tikus Rattus novergicus meurut Krinke (2000) adalah 
sebagai berikut : 
Kingdom : Animalia 
Filum  : Chordata 
Kelas  : Mamalia 
Ordo  : Rodensia 
Famili  : Muridae 
Subfamili : Muridaae 
Genus  : Rattus 
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Spesies : Rattus norvegicus 
 Ovariektomi pada tikus dimaksudkan sebagai hewan model defisiensi 
estrogen yang kondisinya menyerupai wanita menopause (Yunarti, 2008). Kondisi 
menopause menggambarkan keadaan gagalnya ovarium dalam memproduksi 
hormon estrogen dimana rendahnya estrogen akan menyebabkan relatif tingginya 
resorpsi tulang  (Idris, 2012). Ovariektomi pada tikus putih betina dapat menjadi 
model wanita menopause Arjamandi et al (1996) membuktikan bahwa ovariektomi 
kedua ovarium pada tikus percobaan akan menginduksi osteoporosis pada trabekula 
tulang karena ovariektomi akan menstimulasi kerja osteoklast. Perlakuan 
ovariektomi dapat segera menimbulkan gejala menopause tanpa menimbulkan 
gejala lain. 
2.5 Cangkang Udang Vannamei Sebagai Sumber kalsium 
 Haliman dan Adijaya (2004) menjelaskan bahwa udang putih memiliki 
tubuh berbuku-buku dan aktivitas berganti kulit luar (eksoskeleton) secara periodik 
(moulting). Bagian tubuh udang putih sudah mengalami modifikasi sehingga dapat 
digunakan untuk keperluan makan, bergerak, dan membenamkan diri kedalam 
lumpur (burrowing), dan memiliki organ sensor, seperti pada antenna dan antenula. 
 Cangkang udang vannamei mempunyai komposisi diantaranya kadar air 
tergolong rendah yaitu 12,35%, mengandung kadar abu 17,135 (bk), mengandung 
protein 47,18% (bb), mengandung kadar lemak 1,43% (bk), khitin 15 – 20% dan 
kalsium karbonat 45 – 50% (Andre, 2015). Tepung cangkang udang vannamei 
memiliki kandungan kalsium karbonat sebesar 45-50 % lebih tinggi dibandingkan 
dengan penelitian Trilaksani et al (2006) pada tepung tulang ikan yaitu 0,86%. 
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 Tepung cangkang udang memiliki kandungan kalsium karbonat sebesar 45-
50%. Biovabilabilitas kalsium cangkang udang 5,5% lebih tinggi dibandingkan 
dengan penelitian tepung tulang ikan tuna yaitu 0,86% (Trilaksani et al,, 2006). 
Bioavabilitas kalsium digunakan untuk mengetahui proses penyerapan kalsium 
dalam tubuh sehingga mineral tersebut dapat digunakan untuk proses metabolisme. 
Asupan kalsium yang diserap oleh tubuh akan di rombak oleh ginjal yang kemudian 
akan berikatan dengan reseptor estrogen (ER-α) dan menghambat rangsangan 
hormon paratiroid untuk menghasilkan sitokin serta meningkatkan kalsitonin untuk 
menstimulasi pembentukan osteoblast pada tulang sehingga terjadi remodeling 
tulang (Setyorini, 2009). Pada penelitian sebelumnya pemberian kalsium karbonat 
sebagai sumber kalsium dapat mencegah terjadi pengeroposan tulang hal ini terjadi 
karena reseptor pada osteoblast dan osteoklast yang apabila terinduksi akan 
menyebabkan penurunan aktivasi dari osteoblast sehingga memperpendek waktu 
remodeling tulang, meningkatkan resorpsi osteoklast. Pengeruh tidak langsung 
dalah mengurangi absorbsi kalsium pada usus dan meningkatkan eksresi kalsium 
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 Tikus putih diberi perlakuan ovariektomi menyebabkan produksi hormon 
estrogen akan menurun, hilangnya ovarium menyebabkan kadar estrogen menjadi 
menurun sehingga mempengaruhi penyerapan kalsium di usus. Penurunan estrogen 
mempengaruhi peningkatan hormon paratiroid yang akan mempengaruhi 
penyerapan kalsium pada tualang oleh osteoklast sehingga menyebabkan 
berkurangnya massa tulang. defisiensi estrogen mempengaruhi terjadinya sekresi 
sitokin (IL-6) yang dihasilkan oleh osteoblast. Sekresi sitokin (IL-6) yang 
dihasilakn akan mempengaruhi osteoklast untuk merangsang penyerapan kalsium 
pada tulang, paratiroid hormon akan mempengaruhi osteoblast untuk merespon 
pembentukan RANK-L sebagai reseptor dari RANK yang di bentuk oleh osteoklast 
akibat dari peningkatan hormon paratiroid. Ikatan ataran RANK-L dan RANK akan 
mengaktifasi osteoklast terjadinya penyerapan kalsium pada tulang secara berlebih 
sehingga menyebabkan berkurangnya massa tulang. Kalsium yang diambil dari 
tulang selanjutnya dibawa melalui darah untuk menuju ke ginjal untuk diubah 
menjadi 1,25 dihidrokalsiferol yang berfungsi untuk meningkatkan penyerapan 
klasium diusus. Defisiansi estrogen akan menyebabkan peningkatan produksi IL-6 
yang akan melakukan sehingga terjadi penyerapan kalsium pada tulang secara 
berlebih, penyerapan kalsium secara berlebih menyebabkan penurunan kepadatan 
tulang sehingga dapat mengakibatkan terjadinya osteoporosis. 
 Pemberian kalsium dari tepung cangkang udang vannamei (Litopenaeus 
vannamei) pada tikus putih akan diserap oleh usus dan akan mempengaruhi ginjal 
yang akan merespon paratiroid hormon dalam darah yang merebsorbsi kalsium dari 
tepung cangkang udang vannamei dan menghasilkan 1,25 dihidrokalsiferol yang 
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nantinya aktif didalam usus. Aktivnya 1,25 dihidrokalsiferol dalam usus akan 
meningkatkan penyerapan kalsium di usus, penyerapan kalsium diusus meningkat 
akan berikatan dengan hormon estrogen yang kemudian merangsang kalsitonin 
sehingga menghambat osteoklast untuk melakukan penyerapan kalsium di tulang. 
paratiroid hormon juga akan mempengaruhi osteoklast sehingga resorbsi kalsium 
pada tulang mulai berkurang digantikan dengan adanya resorbsi kalsium pada usus. 
Turunya kativitas penyerapan kalsium di tulang oleh osteoklat disebabkan karena 
aktivitas osteoblast yang menstimulasi OPG yang akan berkompetisi melaukan 
ikatan dengan reseptor oteoklast sehingga putusnya ikatan antara RANK dan 
RANK-L. Peningkatan kadar kalsium darlam tubuh melauli penyerapan dari usus, 
tercukupinya jumlah kalsium dalam tubuh akan merangsang kalsitonin sebagai 
penghambat ekspresi sitokin IL-6 sehingga tidak terjadi osteoklastogenesis, 
tersedianya jumlah kasium di tubuh diharapakn akan terjadi reaksi ikatan antara 
kalsium denga estrogen reseptor-α (ER-α), yang merupakan reseptor estrogen pada 
osteoblast, terjadinya ikatan antar ER-α yang dihasilkan dari korteks adrenal dan 
kaslium dari tepung cangkang udang akan meberi feedback dan diharapkan dapat 
meningkatkan hormon estrogen pada tikus model ovariektomi. 
  
3.2 Hipotesa Penelitian 
 Berdasarkan rumusan masalah yang telah, maka hipotesis yang dapat di 
ajukan adalah sebagai berikut : 
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1.  Pemberian tepung cangkang udang vannamei (Litopenaeus vannamei)  pada 
hewan model ovariektomi tikus putih (Rattus norvegicus) dapat 
meningkatkan hormon estrogen. 
2. Pemberian tepung cangkang udang vannamei (Litopenaeus vannamei) pada 
hewan model ovariektomi tikus putih (Rattus norvegicus) dapat 
menurunkan ekspresi IL-6. 
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BAB IV METODOLOGI PENELITIAN 
4.1 Waktu dan Tempat Penelitian 
Penelitian dilaksanakan di laboratorium Farmakologi Universitas 
Muhammadiyah Malang dan Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran 
Universitas Brawijaya Malang. Waktu pelaksanaa penelitian ini dimulai pada bulan 
Maret 2016 - Juli 2017. 
4.2 Alat dan Bahan 
 Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah dissecting set, alas operasi 
kapas, needle, needle holder, arteri klem, oven, blender, ayakan ukuran 100 mesh, 
kandang tikus, sonde lambung, spuit 1mL, mikrotom, mikroskop binokuler 
Olympus BX51 dan aplikasi immunoratio, freezer, inkubator, kaca objek, cover 
glass 
 Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah hewan coba yaitu tikus 
putih betina galur Wistar yang mendapatkan pakan standart BR1 Comfeed dan 
minum secara ad libitum yang dipesan di Laboratorium Sains Teknologi 
Universitas Islam Negeri Maliki Malang, tepung cangkang udang vannamei, yang 
dilarutkan dalam CMC (Carboxyl Methyl Cellulose), ketamine, alkohol 70%, 
povidone iodine, benang jahit cutgut chromic, benang silk, benang cutgut plain, 
formalin buffer 4%, alkohol 80%, alkohol 96%, alkohol 100%, Xylol, alkohol 
absolut, alkohol 90%, BSA, PBS, bahan pewarnaan HE, H2O2. 
4.3 Sampel Penelitian 
Sampel dalam penelitian menggunakan hewan coba tikus (Rattus norvegicus) 
betina berumur 8-12 minggu dengan berat badan 180 gram – 250 gram. Hewan 
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coba sebelumnnya diaklimatisasi selama satu minggu supaya dapat menyesuaikan 
diri dengan lingkungan laboratorium. Estimasi jumlah sampel dapat dihitung 
dengan rumus : 
t(n-1) ≥ 15 
5(n-1) ≥ 15 
5n – 5 ≥ 15 
5n ≥ 15+ 5 
5n ≥ 20 
n≥ 4 
Keterangan : 
t= Jumlah kelompok (terdiri dari lima macam perlakuan) 
n= Jumlah ulangan yang diperlukan 
Berdasarkan hasil perhitungan diatas, maka untuk 5 kali perlakuan diperlukan 
sampel ulangan sebanyak 4 kali dalam setiap perlakuan. Sehingga jumlah hewan 
coba yang dibutuhkan dalam penelitian adalah 20 ekor. 
4.4 Rancangan Penelitian 
Penelitian ini bersifat eksperimental menggunakan Rancangan Acak Lengkap 
(RAL). Hewan coba dibagi menjadi 5 kelompok, yaitu kelompok A tikus 
ovariektomi tanpa pemberian tepung cangkang udang vannamei sebagai kontrol 
positif. Kelompok B yaitu tikus tanpa ovariektomi dan tanpa pemberian tepung 
cangkang udang vannamei sebagai kontrol negatif. Kelompok C, yaitu tikus 
ovariektomi dengan pemberian terapi tepung cangkang udang vannamei dengan 
dosis 500mg/kgBB denga volume pemberian obat sebanyak 1mL. Kelompok D, 
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yaitu tikus ovariektomi dengan pemberian terapi tepung cangkang udang vannamei 
dengan dosis 1000 mg/kgBB dengan pemberian volume obat sebanyak 2mL. 
Kelompok E, yaitu tikus ovariektomi dengan pemberian terapi tepung cangkang 
udang vannamei dengan dosis 1500 mg/kgBB denga pemberian volume obat 
sebanyak 3mL. 
4.5 Variabel Penelitian 
Adapun variabel penelitian terdiri dari : 
Variabel Bebas :  Ovariektomi pada tikus putih dan dosis terapi tepung 
cangkang udang vannamei pada tikus model ovariektomi 
yaitu 500 mg/kg BB, 1000 mg/kg BB, dan 1500 mg/kg 
BB yang diberikan secara peroral menggunakan sonde 
sehari sekali. 
Variabel tergantung : Kadar estrogen dan ekspresi IL-6  
Variabel kontrol : Berat badan tikus, umur tikus, jenis kelamin tikus, suhu 
ruangan, kelembapan, pakan tikus 
4.6 Tahapan Penelitian 
4.6.1 Persiapan Hewan Coba 
Tikus yang digunakan untuk penelitian diadaptasi terhadap lingkungan selama 
tujuh hari dengan pemberian makanan berupa ransum basal pada semua tikus. Tikus 
dibagi dalam 5 kelompok perlakuan. Setiap kelompok perlakuan terdiri dari 4 ekor 
tikus. Komposisi ransum basal disusun berdasarkan standar Association of 
Analytical Communities (AOAC)(2005) yaitu mengandung karbohidrat, protein 
10%, lemak 3%, mineral, vitamin, dan air 12%. 
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Tikus ditempatkan pada wadah bak plastik dengan ukuran diameter 80 cm dan 
tinggi 40 cm jumlahnya sesuai dengan jumlah tikus yang digunakan. Tempat tikus 
berlokasi pada tempat yang bebas dari suara ribut dan terjaga dari asap industri serta 
polutan lainnya. Lantai kandang mudah dibersihkan, disanitasi dan ventilasi yang 
cukup. 
4.6.2 Pembuatan tepung cangkang udang Vannamei 
Tepung cangkang udang vannamei  terbuat dari limbah udang sisa hasil 
pengolahan udang setelah diambil bagian dagingnya, sehingga yang tersisa adalah 
bagian kepala, cangkang dan ekor. Cangkang udang yang sudah dipisahkan dengan 
daging dicuci menggunakan air mengalir sampai daging yang masih menempel 
terlepas. Cangkang udang dioven suhu 60˚C selama 24 jam. Cangkang udang yang 
sudah kering di haluskan dengan blender. Cangkang udang yang sudah halus 
merupakan tepung cangkang udang. Tepung cangkang udang diayak dengan 
ayakan ukuran 100 mesh sehingga didapatkan tepung cangkang udang yang 
homogen (Mawarda, 2011). 
4.6.3 Ovariektomi Pada Hewan Coba Tikus Putih (Rattus norvegius) 
Proses pembuatan hewan coba model osteoporosis dengan melakukan 
ovariektomi pada tikus putih strain Wistar betina sejumlah 20 ekor umur 8-12 
minggu diadaptasikan selama 1 minggu dalam kondisi laboratorium. Setelah 
dilakukan aklimatisasi dilakukan operasi ovariektomi (pengambilan ovarium). 
Dilakukan pemberian anastesi menggunakan ketamin dengan dosis 1-4 mg/kg BB 
secara IM (Intramuskuler) dan pengaruh anastesi selama 5 menit setelah pemberian, 
dilakukan pencukuran rambut pada sisi insisi yaitu pada daerah sisi lateral ke arah 
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dorsal. Disemprotkan alkohol 70% kemudian dilakukan insisi sepanjang 5-6mm, 
setelah terbuka dicari ovarium tikus, selanjutnya dilakukan calmp didaerah bawah 
oviduct kemudian dilakukan fiksasi pada daerah tubafalopii yang berada dipangkal 
batas arteri clamp. Kemudian dilakukan pemotongan ovarium tikus setelahnya 
dilakukan reposisi pada saluran reproduksi tikus (Suzuki, 1996), kemudian 
dilakukan penjahitan pada musculus menggunakan benag jahit cut gut chromic 3-0 
dengan tipe jahitan sederhana terputus dan kulit dijahit menggunakan benang silk 
dengan tipe jahitan sederhana terputus kemudian di tetesi iodine. 
4.6.4 Terapi Tepung Cangkang Udang Vannamei Pada Hewan Model
 Ovariektomi 
 
Pasca ovariektomi untuk mengetahui tikus putih mengalami pengroposan 
tulang dilakukan rontgen. Hasil foto rontgen menunjkan bahwa setelah 3 bulan 
pasca ovariektomi, terlihat adanya penurunan densitas pada tulang humerus. 
Pemberian terapi pencegahan osteoporosis dengan tepung cangkang udang 
vannamei dilakukan setelah luka operasi ovariektomi sembuh yaitu 10 hari setelah 
operasi. Selanjutnya diberikan terapi pencegahan osteoporosis dengan tepung 
cangkang udang vannamei selama 12 minggu dengan dosis kelompok P1 500 
mg/kg BB, kelompok P2 1000 mg/kg BB, kelompok P3 1500mg/kg BB secara oral 
menggunakan sonde (Lampiran 6.2) 
4.6.5 Analisa Kadar Estrogen Dari Sampel Darah 
 Pengambilan sampel darah diperoleh dari hewan model ovariektomi setelah  
dilakuka dislokasi leher, kemudian dilakukan pembukaan pada bagia thorax, 
kemudian darah diambil dengan segera  menggunakan spuit 5mL dari jantung 
sebanyak 3ml, darah yang telah diambil dimasukan kedalam tabung reaksi dan 
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dimiringkan untuk mendapatkan serumnya. Kemudian serum disentrifugasi dengan 
kecepatan 3000 rpm selaama 15 menit, kemudian serum dipindahkan ke tabung 
eppendrof dan disimpan dalam lemari pendingin (Wicaksono, 2011). 
 Hormon estrogen pada tikus yang diterapi menggunakan tepung cangkang 
udang vannamei dapat diperiksa menggunakan metode ELISA indirect. Antigen 
diperoleh dari serum yang berasal dari darah tikus yang diambil melalui jantung. 
Sampel darah diambil dari seluruh kelompok hewan coba yang diterapi tepung 
cangkang udang Vannamei. Pengujian ELISA Indirect dengan cara 100μL antigen 
dalam coating buffer dengan perbandingan 1:9 lalu dimasukan dalam sumuran plate 
ELISA dan diinkubasi selama 4°C. Setalah itu dicucu dengan PBS-Tween sebanyak 
3 kali, dselanjutnya ditambahkan 50μL blocking bufffer (BSA 1% dalam PBS). 
Selanjutnya dicuci dengan PBS-Tween sebanyak 3 kali. Kemudian ditambah 
100μL antibodi primer dalam larutan PBS-BSA 1% dengan perbandingan 1:500 
dan diinkubasi selama 2 jam. Selanjutnya dicuci dengan PBS-Tween sebanyak 3 
kali dan ditambah 100μL antibodi sekunder dalam Tris Buffer salin dengan 
perbandingan 1: 2500 dan diinkubasi selama 1,5 jam. Kemudian dicuci 
menggunkan PBS-Tween sebanyak 2 kali dan ditambahkan NaOH 1N sebanyak 
50μL sebagai penghenti reaksi, kemudain dibaca absorbsinya dengan ELISA reader 
pada panjang gelombang 450 nm (Albert, 1998). 
4.6.6 Pembuatan Preparat Tulang Humerus 
 Pembuatan prearat tulang humerus dilakukan pembedahan dengan cara 
mematikan hewan coba yaitu tikus putih dengan cara dislokasi leher, kemudian 
dilakukan pembedahan dan diambil tulang humerus. Tulang difiksasi pada bagian 
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yang akan dibuat sediaan histopatologi dan dimasukan kedalam larutan 
paraformaldehide (PFA) 10% minimal 48 jam hingga mengeras. Tahapan 
pembuatan preparat histopatologi tulang yang pertama dilakukan fiksasi pada 
tulang, kemudian di dekalsifikasi, selanjutnya tulang didehidrasi, selanjutnya 
tulang diinfiltrasi penjernihan (clearing). Selanjutnya dilakukan infiltrasi paraffin, 
embedding, sectioning,dan selanjutnya tulang ditempelkan diobjek gelas 
(Lampiran 5) (Muntiha, 2001).  
4.6.7 Analisa Ekspresi IL-6 Secara Imunohistokimia  
 Ekspresi IL-6 penilaian positifitas pemeriksaan imunohistokimia dengan 
menggunakan antibodi monoklonal terhadap IL-6. Cara ukur dinilai secara 
kuantitatif, visual dengan mikroskop cahaya pembesaran 400x terhadap 100 sel 
makrofag sebagai sel yang mengekspresikan IL-6. Kemudian dihitung jumlah sel-
sel tersebut yang imunoreaktif tercat coklat perak, pada membran sel. Jumlah semua 
sel immunoreaktif yang ditemukan kemudian dijumlahkan dan selanjutnya 
dimasukkan sebagai data (bilangan dalam tabel untuk tiap hewan coba) (Susilo, 
2006) 
 Preparat humeri dideparafinisasi untuk menghilangkan parafin dari 
jaringan. Deparafinisasi dilakukan dengan cara standar baku laboratorium, yaitu 
secara bertahap dengan waktu tertentu memasukkan preparat kedalam cairan 
aseton, xylol, alkohol 100%, alkohol 90%, alkohol 80%, alkohol 70% dan air, 
kemudian dicuci jaringan menggunakan PBS dengan pH 7,4. Preparat diinkubasi 
dengan tripsin 0,125 % pada temperatur 37°C selama 5-10 menit, untuk membuka 
masking antigen. Selanjutnya preparat diinkubasikan dengan H2O2 0,5% dalam 
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metanol selama 30 menit untuk menghilangkan pewarnaan endogen, dibiarkan pada 
temperatur ruangan. Preparat dicuci selama 1 menit selanjutnya dicuci 
menggunakan akuadestilata selanjutnya preparat di tandai dan dicuci dengan PBS 
pH 7,4 selama 5 menit. Dinkubasi dengan 3% serum yang dilarutkan dalam BSA 
1% selama 20 menit selanjutnya dicuci dengan PBS pH 7,4 sebanyak dua kali, 
masing-masing selama 3 menit, preparat diinkubasi dengan monoklonal antibodi 
primer yaitu murine monoclonal antibody teradap molekul (IL-6) dan mice. 
Monoklonal antibodi dilarutkan dengan TRIS-PBS 1:200. Untuk jaringan seluas 1 
cm2 diperlukan 100 μL monoklonal antibodi. Inkubasi dilakukan selama 30 menit 
dalam ruang lembab. Dilakukan pencucian menggunakan PBS pH 7,4 dua kali 
masing-masing selama 3 menit. Dilakukan inkubasi dengan antibodi primer yaitu 
antibodi anti murine yang telah dibiotinilisasi (Dako Kit) selama 30 menit 
selanjutnya dicuci dengan PBS pH 7,4 dua kali masing-masing selama 3 menit. 
Inkubasi dengan streptavidin-biotin peroksidase (Dako Kit) selama 30 menit. 
Preparat dicuci jaringan dengan PBS pH 7,4 dua kali masing-masing selama 3 menit 
selanjutnya diinkubasi jaringan dengan substrat (Dako Kit) sampai timbul warna 
coklat pada jaringan, selama ± 15 menit selanjutnya dicuci dengan PBS pH 7,4 dua 
kali masing-masing selama 3 menit, kemudian preparat diwarnai menggunakan 
Hematoksilin dan didiamkan beberapa saat setelah itu dibilas dengan air mengalir, 
tutup preparat menggunakn kaca penutp (deck glass) selanjutnya dibaca 
menggunkan mikroskop dengan pembesaran 400X Perhitungan dilakukan 




4.7 Analisa Data 
 Variabel yang dipelajari dalam peneltian ini meliputi perubahan kadar 
estrogen menggunakan metode ELISA dan ekpresi IL-6 untuk mengamati preparat 
histologi tulang humeri secara kuantitatif menggunakan Microsoft excel dan 
Analisis OneWay ANOVA dengan SPSS 16.00 for windows dan uji lanjutan Tukey 
dengan α = 5% untuk melihat dan menganalisa perbedaan antar kelompok 
perlakuan (Wahcyu, 2012). 
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BAB V HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
5.1 Pengaruh Pemberian Tepung cangkang udang Vannamei (Litopenaeus   
vannamei) terhadap Kadar Estrogen Tikus model Ovariektomi 
 Rata - rata kadar hormon estrogen terhadap kelompok perlakuan 
ditunjukkan pada (Tabel 5.1), hasil perhitungan dilakukan dengan analisa 
kuantitatif menggunakan ANOVA dan dilanjutkan dengan Uji Tukey (Lampiran 
11). Hasil perhitungan kadar hormon estrogen antar kelompok perlakuan terdapat 
perbedaan yang nyata (Tabel 5.1), secara statistik menunjukkan bahwa nilai rata – 
rata kadar hormon estrogen tikus putih kontrol negatif (K-) berbeda nyata dengan 
kontrol positif (K+), sedangkan pada kontrol positif (K+) memiliki nilai rata-rata 
yang berbeda nyata dengan setiap kelompok perlakuan 1 (P1), kelompok 
perlakuan 2 (P2), kelompok Perlakuan 3 (P3). 
Tabel 5.1 Rata-rata kadar estrogen pada masing-masing kelompok perlakuan
 
 
Kelompok Perlakuan Rata-rata Kadar Estrogen 
(µg/mL) ± sd 
Kontrol negatif (K-) 
 
                45,00 ± 1,93
c 
Kontrol positif (K+) 14,57 ± 0,83
a 
P1 dosis 500 mg/kgBB 22,49 ± 4,41
b 
P2 dosis 1000 mg/kgBB  38,96 ± 1,43
c 
P3 dosis 1500 mg/kgBB   24,77 ± 0,42
b 
Keterangan : Penggunaan notasi menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan 
(p < 0,05) antar kelompok 
 
Kadar hormon estrogen pada tikus normal (kontrol negatif) yang 





cangkang udang vannamei 45,00 ± 1,93 yang digunakan sebagai standart normal 
kadar hormon estrogen, karena menurut penelitian Yien et al,. (1995) kadar 
hormon estrogen tikus berkisar antara 44,1-66,1 µg/mL. Pada kelompok kontrol 
positif (K+) mengalami penuruan kadar hormon estrogen 14,57 µg/mL 
disebabkan oleh proses ovariektomi yang menyebabkan produksi hormon 
estrogen menurun karena ovarium yang merupakan organ penghasil hormon 
estrogen telah hilang. Kekurangan hormon estrogen dapat menyebabkan 
meningkatnya kadar paratiroid hormon, sehingga akan meningkatkan resorbsi 
tulang sehingga terjadi penurunan massa tulang (Gruber, 2002). Pada kelompok 
kontrol positif (K+) tidak diberikan tepung cangkang udang vannamei hal ini 
menyebabkan kelompok tikus kontrol positif (K+) mengalami osteoporosis yang 
cepat dikarenakan defisiensi hormon estrogen dapat menyebabkan terjadi 
osteoklastogenesis yang meningkatkan penyepan kalsium di tulang (Oulser, 
2003).  
Pada kelompok P1 atau kelompok pemberian udang vannamei 
500mg/kgBB mengalami peningkatan hormon estrogen 22,49 ± 4,41 disebabkan 
karena kaslium yang ada pada tepung cangkang udang vannamei akan berikatan 
dengan hormon estrogen yang dihasilkan di korteks adrenal dan sel adiposa 
(Kawiyana, 2009), peningkatan hormon estrogen kelompok P1 masih kurang 
untuk mencapai standart hormon estrogen kelompok kontrol negatif (K-), belum 
tercapainya kadar hormon estrogen kelompok P1 dikarenakan jumlah pemberian 
tepung cangkang udang vannamei pada kelompok P1 500mg/kgBB namun 





hormon estrogen kelompok P1 lebih tingi dari kelompok kontrol positif (K+) hal 
ini dapat dinyatakan bahwa pemberian tepung cangkang udang vannamei pada 
kelompok P1 memiliki pengaruh terhadap kadar hormon estrogen namun 
peningkatan hormon estrogen masih kecil. Pada kelompok  P2 dengan pemberian 
tepung cangkang udang vannamei  dosis 1000 mg/kgBB memiliki nilai kadar 
estrogen yaitu 38,96 ± 1,43, menigkatnya hormon estrogen pada kelompok P2 
dikarenakan jumlah kalsium pada tepung cangkang udang vannamei yang 
berikatan dengan reseptor estrogen α (ER-α) yang terdapat di sel osteoblast, dan 
memberikan feedback positif pada korteks adrenal sehingga akan menghasilkan 
hormon estrogen sehingga hormon estrogen akan meningkat (Kawiyana, 2009). 
Kelompok P2 dengan pemberian dosis tepung cangkang udang vannamei 
1000mg/kgBB peningkatan hormon estrogen 38,96 ± 1,43 tidak berbeda nyata 
dengan kelompok kontrol negarif (K-) dikarenakan peningkatan hormon estrogen 
pad kelompok P2 hampir menyamai kadar hormon estrogen kelompok kontrol 
negatif (K-) hal ini dapat dinyatakan bahwa pemberian tepung cangkang udang 
vannamei dengan dosis 1000mg/kgBB memiliki pengaruh yang besar terhadap 
hormon estrogen. 
Hasil analisa kadar hormon estrogen kelompok P3 dengan pemberian 
tepung cangkang udang vannamei 1500mg/kgBB sebesar 24,77 ± 0,42, nilai kadar 
hormon estrogen pada kelompok P3 berbeda nyata dengan kelompok kontrol 
positif (K+) 14,57 ± 0,83 karena nilai kadar hormon estrogen kelompok P3 lebih 
tingi dari kelompok kontrol positif (K+) hal ini dapat dinyatakan bahwa kelompok 





peningkatan hormon estrogen, ttetapi pada kelompok P3 tidak berbeda nyata 
dengan kelompok P1 (tepung cangkang udang vannamei 500mg/kgBB) karena 
menurut American Collage of Rheumathology Ad Hoc Committe on 
Glucocorticoid Induced Osteoporosis bahwa asupan kalsium pada semua pasien 
suplementasi kalsium 500-1000mg/hari. Kalsium yang tinggi juga dapat 
meningkatkan kadar kalsium urin, kalsium berlebih dalam tubuh dikeluarkan 
melalui urin (Hiperkalsiuria) menyebabkan penurunan kadar kalsium dalam darah 
(Widman, 1989).  
5.2 Pengaruh Pemberian Tepung Cangkang Udang Vannamei (Litopenaeus 
vannamei) terhadap ekspresi IL-6 Tikus model Ovariektomi 
 Rata – rata Ekspresi IL-6 tulang humerus hewan tikus putih (Rattus 
norvegicus) model ovariektomi pada setiap kelompok perlakuan ditunjukkan pada 
(Tabel 5.2). Hasil perhitungan Ekspresi IL-6 antar kelompok perlakuan terdapat 
perbedaan yang nyata dari setiap kelompok kontrol negatif (K-), kelompok 
kontrol positif (K+) dan kelompok perlakuan (P1, P2, P3). 
Tabel 5.2 Rata-rata perhitungan ekspresi IL-6 pada tulang humerus  
Kelompok perlakuan Rata-rata ekspresi IL-6 
Komtrol negatif (K-) 34,86 ± 4,44
a
 
Kontrol positif (K+) 81,89 ± 3,38
c
 
P1 dosis 500 mg/kgBB 52,33  ± 10,27
b
 
P2 dosis 1000 mg/kgBB 36,92 ± 9,04
a
 
P3 dosis 1500 mg/kgBB 56,20 ± 5,03
b
 
  Keterangan : Penggunaan notasi menunjukan adanya perbedaan yang signifikan 






Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, kelompok tikus normal 
(kontrol negatif) yang merupakan tikus tanpa perlakuan ovariektomi dan tanpa 
pemberian tepung cangkang udang vannmei berbeda nyata dengan kelompok 
tikus kontrol positif (kelompok tikus model ovariektomi tanpa pemberian tepung 
cangkang udang vannmei). Kelompok kontrol positif (K+) rata-rata ekspresi IL-6 
81,89 ± 3,38 dibandingan tikus normal (kontrol negatif) hal ini disebabkan karena 
terjadinya defisiensi estrogen mengakibatkan meningkatnya produksi dari IL-6 
yang diproduksi oleh osteoklast sehingga terjadinya osteoklasatogenesis yang 
meningkatkan dan berlanjut dengan kehilangan tulang  (Tabel 5.2). 
 Pada kelompok kontrol negatif (K-) berbeda nyata dengan kelompok P1 
kelompok dengan pemberian tepung cangkang udang 500mg/KgBB hal ini 
disebabkan karena jumlah kalsium yang diberikan pada kelompok P1 belum 
cukup untuk menurunkan ekpresi sitokin IL-6, pemberian tepung cangkang 
dengan dosis 500 mg/KgBB dibandingkan dengan kelompok kontrol positif (K+) 
kelompok yang diberikan perlakuan ovariektomi tanpa terapi tepung cangkang 
udang mengalami penurunan ekpresi sitokin IL-6 namun belum mencapai kondisi 
normal. Pada kelompok kontrol positif (K+) nilai rata-rata ekspresi IL-6 81,89 hal 
ini di sebabkan karena terjadinya defisiansi estrogen yang mempengaruhi 
osteokalst sehingga terjadi osteoklastogenesis yang selanjutnya melakukan 
penyerapan kalsium di tulang untuk menggantikan jumlah kalsium diusus yang 
akan berikatan denga reseptor estrogen-α yang dihasilkan oleh korteks adrenal dan 





ini dikarenakan pada kelompok kontrol positif tidak diberikan terapi tepung 
cangkang sehingga mempengaruhi osteoklast melakukan penyerapan kalsium 
pada tulang secara terus menerus karena terjadinyanya iktana antara RANK dan 
RANK-L dan menekan proses 










Gambar 5.1 Preparat tulang humerus dengan pengecatan imunohistokimia 
untuk melihat ekspresi IL-6  yang diamati dengan mikroskop 









Keterangan : (K-) kontrol negatif, (K+) kontrol positif, P1 (perlakuan 1), 
P2 (perlakuan 2), P3 (perlakuan 3) 
 
 
Peningkatan IL-6 dimulai dari setelah tikus di ovariektomi yang 
menyebabkan turunya hormon estrogen sehingga memicu peningkatan sitokin IL-
6 dan berkurangnya massa tulang. Pada pemeriksaan menggunakan X-Ray 
(Lampiran 9) menunjukan bahwa kepadatan tulang kelompok kontrol positif (K+) 
lebih rendah dibandingkan dengan densitas tulang pada kelompok (K-) yang 
disebabkan karena adanya pengurangan kalsium pada tulang. Ekspresi IL-6 
kelompok P1 juga tidak berbeda nyata dengan kelompok P3. Hasil analisa ekpresi 
IL-6 pada kelompok P1 berbeda nyata kelompok kontrol positif (K+). Kelompok 
P1 mengalami penurunan sitokin IL-6 dibandingkan dengan kelompok kontrol 
positif (K+), hal ini menunjukan bahwa kelompok P1 yang diberikan tepung 
cangkang udang vannamei dengan dosis 500 mg/kgBB memberikan efek 
penurunan sitokin IL-6 yang ditandai dengan adanya perbedaan warna coklat pada 
preparat imunohistokimia (Gambar 5.1). 
Hal ini menunjukan bahwa kelompok P1 dan P3 sudah mengalami 
penurunan ekspresi IL-6 namun belum mencapai kondisi normal, karena asupan 
kalsium di usus belum mampu memenuhi kebutuhan kalsium dalam tubuh, namun 
pada kelompok P1  terlihat adanya penurunan ekspresi IL-6 karena kalsium pada 
tepung cangkang udang akan membantu memenuhi jumlah kalsium yang di 
butuhkan oleh usus untuk berikatan denga reseptor estrogen alfa (ER- α). Nilai 





1000 mg/KgBB (P2) 36,92 ± 9,04 berbeda nyata dengan kelompok kontrol positif 
(K+) karena pada kelompok P2 (Tabel 5.2) terlihat ekspresi IL-6 menurun karena 
efek dari pemberian kalsium yang berasal tepung cangkang udang vannamei yang 
membantu memenuhi jumlah kalsium pada usus sehingga merangsang PTH untuk 
mempengaruhi osteoblat untuk menghasilkan OPG yang akan berikatan dengan 
RANK yang dihasilkan oleh osteoklast sehingga tergantikannya ikatan antara 
RANK dan RANK-L sehingga osteoklastogenesis berhenti dan penyerapan 
kalsium pada tulang berhenti, berhentinya penyerapan kalsium pada tulang yang 
dilsebabkan oleh osteoklast menyebabkan menurunnya ekspresi dari IL-6 
dikarenakan putusnya ikatan anatara RANK dan RANK-L yang menjadi 
penyebab terjadinya penyerapan kalsium di tulang. 
Kelompok P3 atau tikus dengan pemberian tepung cangkang udang 
vannamei 1500 mg/KgBB memiliki nilai ekspresi IL-6 56,20 ± 5,03 yang berbeda 
nyata dengan kelompok kontrol positif (K+) karena dapat menurunkan ekspresi 
sitokin IL-6, namun penurunan ekspresi sitokin IL-6 pada kelompok P3 tidak 
sebanyak nilai ekspresi kelompok P2 36,92 ± 9,04 hal ini dikarenakan menurut 
Yacobus (1992) jumlah asupan kalsium yang terlalu banyak dapat menyebabkan 
kerusakan ginjal, batu ginjal, hiperkalsemia dan hiperkalsiuria. pengeluaran 
kalsium berlebih dalam tubuh dikeluarkan melalui urin (Hiperkalsiuria) 
menyebabkan penurunan kadar kalsium dalam darah sehingga hormon paratiroid 
untuk meningkatkan kadar kalsium dengan merespon ginjal untuk mereabsorpsi 
kalsium yang kemudian dibentuk menjadi 1,25 dihidrokalsiferol dan hormon 





sitokin IL-6 sehingga terjadi penyerapan kalsium pada tulang yang digunakan 
untuk meproduksi 1,25 dihirokasliferol oleh gunjal. Kelompok P3 tidak berbeda 
nyata dengan kelompok P1 namun nilai ekspresi IL-6 kelompok P3 56,20 ± 5,03 
lebih banyak menurunkan ekspresi sitokin IL-6 dibandingkan dengan nilai 
ekspresi kelompok P1 52,33 ± 10,27, karena pada kelompok P3 jumlah kaslium 
yang dibutuhkan untuk berikatan dengan reseptor estrogen-α yang berasal dari 
kortek adrenal dan sel adiposa dapat terjadi sehingga hormon paratiroid akan 
merangsang osteoblast menghasilkan reseptor esrogen alpha (ER-α) yang akan 
menginduksi feeedback positif pada kortek adreanal dan sel adiposa untuk 
menghasilkan hormon estrogen sehingga kadar estrogen akan meningkat menurut 
kawiyana (2009), meningkatnya kadar hormon estrogen akan mempengaruhi 
osteoblast untuk menghasilkan osteoprotagerin (OPG) yang berfungsi sebagai 
remodeling tulang sehingga nilai ekspresi sitokin pada kelompok P3 lebih banyak 
dibandingkan dengan kelompok P1, tetapi jumlah kalsium yang banyak pada 
kelompok P3 akan mengakibatkan ginjal bekerja lebih dan dapat mengakibatkan 
kerusakan pad ginjal, sehingga jumlah kalsium yang berlebih pada tubuh akan 














BAB VI KESIMPULAN DAN SARAN 
6.1 Keimpulan 
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa; 
1. Pemberian preventif tepung cangkang udang vannamei (Litopenaeus 
vannmei) pada hewan model ovariektomi tikus putih (Rattus norvegicus) 
denga dosis 1000 mg/kgBB dapat meningkatkan hormon estrogen. 
2. Pemberian preventif tepung cangkang udang vannamei (Litopenaeus 
vannamei) pada tikus putih (Rattus norvegicus) dengan pemberian 1000 




 Perlu dilakukan penelitian lanjutan menganai pengaruh tepung cangkang 
udang vannamei (Litopenaeus vannmei) seperti  Protein, kitin, dan lemak yang 
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